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ABSTRACT. - The genetic structure of two allopatric populations of 


Portuguese frogs assignable to Alytes obstetricans boscai and A. cisternasii 
has been studied by analysis of 17 allozymic Loci using starch gel electro- 
phonesis. Genetic variability is surprisingly Low in each, and only one 
Locus in one population is polymorphic teor, of A. cisternasii), There are 
9 Loci that appear to discriminate the two populations. The calculated value 
gor genetic distance D (NEI, 1972), is 0.73. 
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INTRODUCTION 


Durant ces derniêres années, nous avons étudié divers aspects de 
la biologie des espèces ibériques d'Alytes, Alytes obstetricans boscai et A- 
bytes cisternasii (CRESPO, 1979, 1981 a-c, 1982 a-d). 


Au point de vue de la biogéographie, les éléments disponibles sur 
les aires actuelles de répartition des deux espêces et sur T'évolution his- 
torique de ces aires nous font admettre comme três probable qu'A. cisterna- 
sid se soit différencié à partir de populations ibériques d'A. obstetricans 
isolées au sud par les glaciations quaternaires. 


A notre avis la différenciation adaptative d'A. cisternasii se se- 
rait centrée sur l'acquisition d'une capacité fouisseuse plus développée, 
C'est en effet de ce point de vue que nous pouvons interpréter la plupart 
des différenciations morphologiques (ostéologiques et myologiques) et même 
physiologiques de ces Amphibiens (CRESPO, 1979, 1981 a, c, 1982 a, e). 


Bien qu'apparemment il n'y ait aucun facteur de nature temporelle 
(maturation des gamètes, périodes de reproduction) ou mécanique qui puisse 
empêcher l'hybridation des deux espèces au niveau d'éventuels contacts de 
leurs aires, nous n'avons jamais eu l'occasion de rencontrer dans la nature 
d'animaux qui, sur la foi de critères exclusivement morphologiques, seraient 
des hybrides. A ce sujet nous admettons que les différences observées entre 
les vocalisations des deux formes (CRESPO, 1981 b) peuvent constituer un 
facteur d'isolement reproductif assez efficace. 


En outre, la comparaison du niveau de différenciation globale 
(morphologique, physiologique, biochimique, éthologique) de ces animaux avec 
d'autres paires d'espèces considérées comme phylogénétiquement proches (par 
exemple: Discoglossus pictus / D. sardus, Hyla arborea / H. meridionalis, 
Bombina bombina / B. variegata; voir CRESPO, 1979) aussi bien que les résul- 
tats des tests immunologiques effectués (CRESPO, 1976), indiquent un degré 
de différenciation spécifique bien marqué, 


Au Portugal, A. obstetricans est réparti surtout dans les monta- 
gnes au nord du pays, alors qu'A. cisternasii se rencontre principalement 
dans les plaines du sud. A. cisternasii cependant s'étend au nord, à travers 
une bande orientale étroite, jusqu'à la région de Miranda do Douro, et A. 
obstetricans constitue un petit isolat au sud (Serra de S. Mamede, Portale- 
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Fig. 1. - Aires de répartition et échantillons d'Alytes obstetricans boscai 
(A, o. b.) et d'Alytes cistemmasii (A. c.) analysés. 


gre) (CRESPO, 1979; MALKMUS, 1982, 1983) (Fig. 1). 


Dans ce travail préliminaire nous faisons la comparaison par élec- 
trophorêse en gel d'amidon de divers systèmes enzymatiques de deux échantil- 
Tons, l'un d'A. obstetricans, l'autre d'A. cisternasii, en situation d'allo- 
patrie bien marquée. Nous avons pour but l'obtention d'informations sur les 
systèmes distinctifs des deux formes et aussi sur la structure génétique 
(polymorphisme, hétérozygotie, etc.) de ces échantillons recueillis sur des 
aires relativement restreintes (d'environ 1 km). 


Les marqueurs biochimiques obtenus seront éventuellement utilisés 
pour des travaux ultérieurs à réaliser dans des zones où les deux espèces 
sont sympatriques, 
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MATERIEL ET METHODES 


58 crapauds accoucheurs adultes ont servi à cette étude. Ils se 
répartissent ainsi: 29 A. obstetricans (20 mâles et 9 femelles) de Tourém 
(Province de Trás-os-Montes, nord du Portugal), 29 A. cistermasii (27 mâles 
et 2 femelles) de Nisa (Province de Alto Alentejo, centre-sud du Portugal). 
Les captures ont été effectuées, dans les deux cas, sur des aires d'1 km? à 
peu prês. Au total nous avons analysé par électrophorêse en gel d'amidon 17 
locus structuraux dont 16 codent des protéines enzymatiques et 1 seul code 
une protéine non-enzymatique (1'albumine). 


Nous avons considéré que le codage génétique et la structure molé- 
culaire des enzymes étudiés chez Afytes étaient semblables à celles des en- 
zymes correspondants des autres Vertébrés. 


En ce qui concerne la nomenclature des allèles (électromorphes) 
des gènes contrôlés, ils sont numérotés de la cathode vers l'anode en fonc- 
tion de leur position sur le gel (c'est-à-dire le plus cathodique est 1'al- 
lèle 1), principe adopté par divers auteurs (voir par exemple BOGART, 1982 
et GYLLENSTEIN et al.,-1983). Les animaux testés ont été anesthésiés à 
l'éther. Le sang a été recueilli dans des tubes capillaires après section du 
tronc artériel et le sérum séparé du caillot par centrifugation. Les organes 
prélevés après la prise du sang ont été stockés à -80°C avant le broyage. 
Celui-ci a été fait, en système réfrigéré, en tampon Tris-EDTA ajusté à pH 
6,8 avec HC] concentré, contenant 10 mg de NADP par millilitre. Les broyats 
obtenus ont été alors centrifugés à 30000 g pendant 30 minutes et les surna- 
geants respectifs ont été utilisés immédiatement après ou stockés à ~80°C. 


Les électrophorèses, en ce qui concerne les systèmes enzymatiques, 
se sont déroulées en gel d'amidon (Sigma) à 12 % préparé la veille des expé- 
riences. Des rectangles de papier Whatman n°3 (9 x 4 mm) ont été imbibés 
par les échantillons (homogénats d'organes). Les migrations ont été réali- 
sées à la température de + 4°C. Pour chaque gel nous avons testé simultané- 
ment 24 échantillons. 


Les tampons d'électrophorêse sont indiqués dans le Tableau I et 
les techniques de coloration employées ont été celles préconisées par SELAN- 
DER et al. (1971), adaptées à notre matériel. 


Pour le contrôle de 1'albumine du sérum nous avons utilisé des 
bandes d'acétate de cellulose (Gelman), en tampon Tris-barbital a pH 8,8. 
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Tissus et tampons utilisés pour l'étude des allozymes et de 


l'albumine des Alytes ibériques, A. obstetricans boscai et A. cisterna- 
ati. S: sérum; F: foie; M: muscle squelettique de la cuisse; C: coeur. 


Systêmes protéiques! 


Lactate déshydrogénase 


Malate déshydrogénase 


Isocitrate 
déshydrogénase 


Phosphogluconate 
déshydrogénase 


Glycérol-3-phosphate 
déshydrogénase 


Glutamate-oxaloacétate 
transaminase 


Superoxide dismutase 


Phosphoglucomutase 


Adénylate kinase 


Créatine kinase 


Albumine 


Numéros de la 
Commission 
internationale 
d'enzymes 


1,1.1.27 


1.1.1.37 


1.1.1.42 


1.1.1.44 


1.1.1.8 


2.6.1.1 


1.15.1,1 


2.7.5.1 


2.7.4.3 


2.7.3.2 


Locus 


CK 


ALB 


Tissus 
utilisés 


Tampons 
(conditions 
expérimentales) 


Tris-citrate 
pH 8,0 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 


pH 8,0 
(6 V/cm; 5 h) 


Tris-citrate 
pH 6,7 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 
pH 6,7 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 
pH 8,0 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 
pH 8,0 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 
pH 8,0 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 
pH 6,7 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 
pH 6,7 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-citrate 
pH 6,7 

(6 V/cm; 5 h) 

Tris-barbital 


H 8,8 
40 m) 


1. Terminologie selon HARRIS & HOPKINSON (1976) et DIXON & WEBB (1979). 
Techniques de coloration selon SELANDER et al. (1971) adaptées à notre maté- 


riel. 
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Fig. 2. - Représentation graphique des électromorphes obtenues pour chacun 
des systêmes protéiques étudiés. 


Les migrations se sont effectuées à la température ambiante et pour la colo- 
ration on a employé le noir d'amidon. 


RESULTATS 


Les résultats obtenus sont synthétisés dans Te Tableau II, Les vē- 
riantes alléliques (électromorphes) rencontrées sont définies par leur mobi- 
lité électrophorétique en attribuant la valeur 100 à l'allèle le plus fré- 
quent chez Alytes obstetricans. 


Les électromorphes obtenues pour chacun des systèmes protéiques 
étudiés, dans les. conditions expérimentales décrites ci-dessus, sont repré- 
sentées sur la fig. 2. 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS 


Les alléles (électromorphes) suivants sont diagnostiques pour les 
deux HUE d'Alytes étudiées: LDH, LOH,» MOH, » MDH,» GOT,» GOT, 
PGM, et SOD*; sont communs: GPD,, GPD,, ICD, + ID, PGD, » AK CK et us. Les 
deux populations diffèrent donc par 8 locus sur les 17 analysés. 
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Tableau II. - Fréquences alléliques et taux d'hétérozygotie (par locus) de 
17 locus de deux échantillons des espèces portugaises d'Alytes: A. obs- 
tetricans boscai et A, cisternasii. N: nombre d'individus; L: nombre de 
locus; x, y: fréquences alléliques; H = 1 - Ex? (ou y?): hétérozygotie 
par locus. 


Locus Alléles A, obstetricans A. cistemnasii 
(N = 29; L = 58) (N = 29; L = 58) 


x H y H 
75 0 1,0 

WH, 100 yo 2 0 9 
-10 o 1,0 

IDH, 100 vos 0 ò o 
105 o 1,0 

Mio Sio Do ake 0 9 
70 o 1,0 

eis 100 ian n 0 o 

ID, 100 10 0 10 0 

ID, 100 1,0 O 1,0 0 

PD 100 1,0 0 15,0 o 

cep, 100 1,0 0 1,0 0 

cr, 100 1,0 0 150 0 
65 o 0,74 

cor, 80 0 0 0,26 0,385 

100 1,0 0 
75 o 1,0 

Gor, 100 1,0 > 0 9 
+ 90 0 1,0 

CNET do» =o 0 o 
85 o 1,0 

PM, 100 os O 0 o 
85 o 1,0 

POM, 100 1302. O ò 4 

AK, 100 1,0 0 ; o 

cK 100 130% 0 A o 

ALB 100 130: SO A o 
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Si l'on admet que les gènes considérés sont représentatifs de la 
totalité des deux génomes comparés, nous pouvons appliquer, pour obtenir une 
quantification du degré d'identité génétique des deux échantillons, la for- 
mule de NEI (1972) qui nous donne Te coefficient d'identité génétique, 1, 
entre les deux espèces pour tous les Tocus étudiés: 

1=-—%% 
VII 
ou Jxy est la moyenne arithmétique des dy = Ex, y; sur l'ensemble des 10- 
cus, Jx la moyenne arithmétique des à = Ex et Jy la moyenne arithmétique 
des j = Es x; et 4; représentant les fréquences respectives du jème al- 
lèle dans les deux populations X et Y comparées. Ce coefficient peut aussi 
se traduire en distance génétique, D, correspondante: D = -log I. 


En ce qui concerne les deux populations d'Alytes analysées, 
I = 0,48 et D = 0,73. 


Ces valeurs sont indicatrices d'une différenciation génétique bien 
marquée entre les deux espêces (voir: DAVIDIAN-BRITTON, 1978; FATIMA, 1979; 
PASTEUR & PASTEUR, 1980; GUILLAUME & LANZA, 1982). La distance génétique, D, 
est toutefois plus grande que celle que nous pouvions attendre, compte tenu 
du niveau global de ta différenciation morpho-physiologique et éthologique 
de ces Amphibiens. Cependant d'autres exemples sont déja connus qui nous 
suggèrent l'existence d'une remarquable indépendance entre l'évolution pro- 
téique et l'évolution de l'organisme (voir par exemple MAXSON & WILSON, 
1974, 1975). 


Le seul locus polymorphe (en considérant comme polymorphe tout lo~ 
cus où l'allèle le plus fréquent a une fréquence inférieure à 99 %) est ce- 
lui de la GOT, d'A. cistermasii. La population de Nisa n'est cependant pas 
en équilibre de HARDY-WEINBERG pour ce locus (X? = 8,62 pour 2 degrés de li- 
berté, soit P < 0,05); le taux d'hétérozygotie de ce locus étant, de 0,385, 
38,5 % des individus trouvés dans la nature devraient être hétérozygotes, 
s'il y avait panmixie. En réalité nous avons trouvé seulement 5 individus, 
tous miles, hétérozygotes sur 29 individus observés (soit 17,24 %), Ilya 
un déficit modéré d'hétérozygotes (X2 = 3,43 pour 1 degré de liberté, soit 
0,05 < P < 0,1), ce qui n'est pas rare d'ailleurs dans plusieurs populations 
sauvages, en particulier de micromammifères (DAVIDIAN-BRITTON, 1978). 


L'hétérozygotie moyenne par locus (coefficient de diversité géné- 
tique) est de 2,3 % chez A. cisternasii et nulle chez À. obstetricans. De la 
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même façon le nombre moyen d'allèles par Tocus (rapport du nombre d'altêles 
à chaque locus sur le nombre total de locus analysés) est de 1,06 chez A. 
cisternasii et évidemment de 1,0 chez A. obstetricans ("population" homoal- 
lélique pour tous les locus). 


La variabilité génétique, au sein de chacune des populations 
d'Alytes, est étonnamment basse, compte tenu des valeurs rencontrées chez 
d'autres Amphibiens déja étudiés {sur Je polymorphisme: voir PASTEUR, 1974; 
sur l'hétérozygotie: voir AYALA, 1977). 


On ne peut pas tenter d'expliquer ce fait par l'insuffisance de 
l'échantillonnage, car l'ensemble des locus analysés, bien qu'il ne soit pas 
três grand, est cependant suffisant, en considérant le nombre d'individus 
testés, pour nous donner une estimation significative de la variabilité gé- 
nétique des deux échantillons (voir GORMAN & RENZI, 1979). 


La possibilité d'existence d'une corrélation entre la faible va- 
riabilité génétique des deux populations et les caractéristiques de "stabi- 
Vité - instabilité" des milieux où ils vivent doit être considérée, notam- 
ment à la lumière de la récente controverse à ce sujet (voir: GOOCH & 
SCHOPF, 1972; SOMERO & SOULE, 1974; AYALA et al., 1975; HEDRICK, GINEVAN & 
EWING, 1976; PASTEUR, 1985). Toutefois, i] nous semble que ces milieux pré- 
sentent, dans le contexte du pays, des caractéristiques "moyennes" en ce qui 
concerne leurs niveaux d'hétérogénéité climatique et biotique. 


En outre, il n'est pas évident qu'existent des barrières géogra- 
phiques ou écologiques importantes, susceptibles d'isoler les populations 
d'autres populations conspécifiques. On sait cependant que ces animaux, bien 
que dispersés sur des aires relativement vastes, constituent fréquemment des 
petits noyaux assez localisés (fragmentation de l'aire de répartition). 11 
est probable que dans ces circonstances le flux génétique entre les divers 
noyaux puisse être réduit pendant des périodes plus ou moins protongées. 


Si de telles réductions du flux génétique ont effectivement lieu, 
elles sont certainement susceptibles de déterminer des réductions épisodi- 
ques de la variabilité génétique intra-populationnelle, par effet de "gou- 
Tot" et/ou "fondateur". Au contraire on pourrait observer une augmentation 
relative de la variabilité génétique inter-populationnelle. 


Pour mieux éclaircir ce sujet i] faudra étudier des échantillons 
d'autres Tocalités. 


Source MNHN, Paris 
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